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^t) La prtsente Invention concerne un poxvirus caract6ris6 en 
ce qu'ii comporte tout ou partie de la sequence d'ADN codant 
pour une protSine IL-2 humaine. 
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L' inter leukine 2, IL-2, a d^crite, k l*ori- 
gine, comme le facteur de croissance des lymphocytes-T. 
Cependant, de nombreuses experiences chez la souris ont 
mend h la conclusion que cette molecule joue en fait, un 
5 rfile essentiel dans 1' induction de diverses r^ponses immu- 
nitaires (Morgan et al., 1976). II a ^t^ montrd que son 
administration in vivo augmentait la fonction "killer" 
naturelle, induisait des fonctions immunitaires chez les 
souris "nude", que son administration en conjonction avec 

10 des lymphocytes immuns avait un effet anti-tumoral 

CHefenerder et al., 1983). In-vitro, l*IL-2 agit comme un 
facteur auxiliaire dans les rdponses des cellules B et T, 
augmente la gdndration de lymphocytes-T cy totoxiques , 
maintient k long-terme des cultures de cellules cytotoxiques , 

15 et favorise le recouvrement de la fonction immunitaire de 

lymphocytes dans certains dtats iramunodef icients. 
. _ (Watson et Mochiguki, 1980).. ... _ _ ^. _ . . 

L'IL-2 humaine est produite en quantity minime 
par les cellules -T "Helper" pr^sentes dans les lymphocytes 

20 du sang pdriph^rique. Cette secretion d'IL-2 peut etre 
stimul^e par incubation en presence d'antig^nes tels que 
la phytohemagglutinine ou les esters de phorbol. 

De plus, il existe une lignde de cellules -T 
de leucemie humaine, la lignee Jurkat, (Hansen et al. , 

25 1980) qui produit des quantitds importances d*IL-2 apres 
un traitement mitogene. 

Le clonage de la sequence de c-ADN codant pour 
l*IL-2 a 6t6 initialement public par Taniguchi et al., 
(1983). Nous avons egalement clond un cADN codant pour 

30 l*IL-2 humaine et obtenu un haut niveau d' expression dans 
E.coli et dans la levure - 
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Toutefois, la prot^ine produite par ces deux 
organismes sera diff^rente de son Equivalent natural 
au niveau de son extrdmit^ NH2 qui peut contenir un 
r^sidu suppl^mentaire de formyl -methionine. De plus, 
la protdine synthdtis^e par E.coli ne sera pas s6crdt6e 
et ne pr6sentera aucune des modifications post-traduc- 
tionnelles qui normalement se produisent dans les lympho- 
cytes. Ceci est un argument en faveur du d^veloppement 
d'un systfeme exprimant le c-ADN de l'IL-2 dans un envi- 
ronnement plus proche de son h6te naturel, c'est-Si-dire 
dans une cellule de mammif^re. 

On d^crit ci-aprfes, un systfeme basE sur un 
Poxvirus dans lequel est int^gr^ le gfene de l*IL-2, qui 
permet de synth^tiser une prot^ine .qm sera secr^tde par 
divers types de cellules eucaryotes, De plus, comme le 
virus peut se propager chez des animaux vivants, on 
pourra r^aliser^des dtudes in vivo de I'effet de l'IL-2 
produite localement sur diverses r4ponses immunitaires. 

Plusieurs groupes ont rdcemment mis en Evidence 
1' utilisation de recombinants vivants du virus de la vac- 
cine pour exprimer un antigene de 1' Influenza, de 
!• Hepatite B et la glycoprotEine de la rage, pour immu- - 
niser contre ces maladies (Smith et al., 1983 ; Panicali 
et al., 1983 ; Kieny et al.r 1984), 

L' expression d'une sequence codante pour une 
protEine exogene dans le virus de la vaccine <W) implique 
nEcessairement deux Etapes : 

1) la sequence codante doit etre alignEe avec un promo- 
tetar de W et etre insErEe dans un segment non essentiel 
de I'ADN de W clonE dans un plasmide bactErien appropriE; 

2) les sequences d'ADN de W situEes de part et d' autre 
doivent permettre des recombinaisons homologues in vivo 
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entre le plasmide et le g6nome viral. One double recom- 
binaison r^ciproque conduit h un transfer! de 1' insert 
d'ADN du plasmide dans le genome viral dans lequel il 
est propag^ et exprim^ (Panicali et Paoletti, 1982 ; 
Mackett et al., 1982 ; Smith et al., 1983 ; Panicali et 

al., 1983). 

La pr^sente invention concerne un Poxvirus 
caract6ris€ en ce qu'il comporte tout ou partie de la 
sequence d'ADN codant pour une proteins IL-2 humaine. 
Ce virus comportera de pr^f6rence des ^l^ments assurant 
1' expression d'une IL-2 mature complete qui sera secr^t^e 
par les cellules dans le milieu. On entend designer par 
"IL-2 mature complete" une IL-2 qui, in vitro, mais 
de pr6f^rence in vivo, pr^sente des caractdristiques 
immunog^niques identiques ou voisines de l'IL-2 humaine 
vraie • 

La pr^sente invention concerne, de fagon gdn^rale, 
i'utilisation des Poxvirus, mais sera d^crite plus parti- 
culi^rement h I'aide du repr^sentant classique du genre 
orthopoxvirus, k savoir le virus de la vaccine. 

Le virus comportera de preference 1* ensemble 
des elements assurant 1' expression de la protdine IL-2. 

En particulier, il comportera un promoteur d'un 
g^ne du Poxvirus, par exemple celui du gene de la prot^ine 
de 7,5 K de la vaccine, not^ P 7.5 K qui contr61era 
1' expression de la sequence d'ADN codant pour l'IL-2, 
nomm^e ci-aprfes sequence d'ADN (IL-2). Get ensemble 
promoteur /sequence d'ADN {IL-2) sera ins^r^ dans un 
gfene du virus de la vaccine, par exemple le gfene TK, ce 
qui fournit une possibility de selection comme cela sera 
expliqu^ ci-aprfes» 

La preparation du virus selon 1' invention comporte 

notamment les Stapes suivantes : 
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1) une restructuratlon du c-ADN par addtion de la 
sequence codant pour le peptide-signal, sequence qui 
a 6t6 Bynth^tis^e In vitro ; 

2) la synthase d'un mini-plasmide pTG1H k partir de 
5 pBR322 (figure 6) ; 

3) 1' insertion dans ce mini-plasmide du fragment Hin-J 
portant le ghne TK de W ; 

4) !• insertion dans le g^ne TK du promoteur de la 
protdine 7,5 K (figure 7) ; 

10 5) 1' insertion d'un polylinker en aval du promoteur 
P 7,5 K ; 

6) 1* insertion dans un des sites de restriction du 

polylinker de la sequence c-ADN complete codant pour 
la prot^ine IL-2 (figure 8) ; 
15 7) le clonage des ^l^ments essentiels de ce dernier 
plasmide dans le virus de la vaccine (figure 9) ; 
La pr^sente invention concerne aussi les 
cellules eucaryotes transfectdes par des virus recombin^s 
IL-2, et en particulier les cellules BHK, 
20 La pr^sente invention concerne aussi le 

procddd de preparation de la prot^ine IL-2 obtenue par la 
culture des cellules • eucaryotes transfect^es* 

La prdsente invention concerne aussi 1* utilisa- 
tion du virus recombin^ vaccine-IL-2 , par inoculation de 
25 ce virus vivant, ci I'homme ou h des aniraaux, de mani^re 
h produire localement et trans itoirement de l'IL-2, 
pendant que le virus se multiplie et jusqu'k ce que la 
rdponse immunitaire de l*h6te arr^te cette multiplication 
virale qui est la source del IL-2, 
30 La pr^sente invention concerne aussi une 

substance pha unaceutiquement acceptable jouant le r61e 
de support permettant 1' administration du virus vivant 
par voie injectable. 
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La pr^sente invention concerne aussi 1' utili- 
sation du virus recombin^ vaccine-IL-2 vivant en combi- 
naison avec un autre antig^ne vaccinal comme un virus 
ou une partie iminunog^ne d'un virus pour stimuler loca- 
lement la r^ponse inununitaire , notamment de type T, 
contre cet antigfene. 

La prcsente invention concerne enfin l'IL-2 
humaine utilis^e en tant qu' agent thdrapeutique isol6 
ou combing h d'autres principes actifs. 

Les examples suivants illustrent les propri^t^s 
des diffdrents coitiposants obtenus. 

Les figures jointes h la description repr^sen- 
tent successivement : 

- 1 : la sequence du c-ADN de l*IL-2 port^e 

par le pTG 26, 

- 2 : la creation d'un site de restriction 

(Sal I/Acc I) h I'extr^mit^ 5' de la 
sequence du c-ADN portee par le pTG 26, 

- 3 : la preparation du fragment de 92 paires 

de bases avec des oligonucleotides synthe- 
tiques, 

- 4 : 1' insertion de ce fragment entre les sites 

Bgl II et Sal I presents sur le pTG 2b, 

- 5 : la sequence du c-ADN portee par le pTG 36, 

- 6 : le mini-plasmide pTG 1 H, 

- 7 : 1' insertion dans le g^ne TK du promoteur 

de la proteine 7,5 K, 

- 8 :. 1' insertion dans un des sites de restric- 

tion du poly linker de la sequence c-ADN 
complete codant pour IL-2, 

- 9 : le clonage des elements essentiels du 

plasmide dans le virus de la vaccine, 
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-10 : 1* analyse de I'ADN du virus recombln^ 

W-IL-2 par autoradiographie . 
Les diff^rents mat^riels mis en oeuvre sont 
identifies dans les exemples. 
5 Sauf indication contraire, les enzymes sont 

utilises dans les conditions pr6conis4es par le fabri- 
cant et les techniques raises en oeuvre sont connues de 
I'hoinme de metier. 

Les sequences d'acides amines et les sequences 
10 de nucleotides representees sur les figures ne sont pas 
reprises dans le corps de la description pour ne pas 
I'alourdir mais elles en constituent une partie inte- 
grant e . 

EXEMPLE 1 : 

15 Restructuration de la sequence codant pour l'IL-2 : 

La figure 1 presente la sequence du c-ADN 

portee par le plasmide pTG 26, isoiee h I'origine & 
partir d'une banque preparee avec de I'ARN provenant 
de lymphocytes stimuies par des mitogfenes. Cette 

20 sequence differe de celle publiee par TANIGDCHI (5) 
en positions 45 (G — ^ T) et 387 {G-^h) mais ces 
differences sont silencieuses au niveau de la proteine. 

D' autre part, une region de 80 paires de bases 
k I'extremite codant pour le peptide signal et pour les 

25 6 premiers acides amines de la proteine mature est 
absente. 

Cette partie de la sequence est probablement 
essentielle pour 1* expression de la proteine XL-2 dans 
les cellules eucaryotes et pour sa secretion dans le 
30 milieu. 

Cette sequence doit done gtre synthetisee et 
integree en amont de la sequence portee par le pTG 26. 
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Dans ce buti un site de restriction (Sal I/Acc I) est 
cr^e dans le pTG 26 (figure 2) , Ensuite le fragment 
de c-ADN est transf^r^ dans un vecteur d' expression de 
E. coli ; cette construction interm^diaire est appel^e 
5 pTG 28 (figure 4) . Dans ce pTG 28, on insure un fragment 
d'ADN synth^tique de 92 paires de bases correspondant h 
la sequence du peptide - signal. 

Ce fragment a ^t^ pr^par^ par assemblage d'une 
suite d' oligonucleotides synth^tiques (Kohli et al.,1982) 

10 utilisant la ligase et I'ADN polymerase (figure 3) . 

Des terminaisons coh^sives ont €t6 g^n^r^es par digestion 
avec Bgl II et Xho I. Le fragment a ensuite ^t^ ins^rd 
entre les sites Bgl II et Sal I presents sur le pTG 28, 
(figure 4) pour donner le pTG 36, 

15 On confirme par s6quen^age de 1*ADN que le 

plasmide resultant, pTG 36, possede une structure correcte 
et qui correspond Ji celle qui a 6t6 determinee pour le 
fragment synthdtique, 

On trouve sur la figure 5 la sequence re suit ante 

20 complete, codant pour l*IL-2, flanqu^e des sites Bgl II 
et/ou Pst. 

EXEMPLE 2 : 

Construction des plasmides hybrides 

Les tallies combin^es des diffdrents elements 

25 ndcessaires pour le transfert de la sequence codant pour 
l'IL-2 dans le genome de W et son expression subsiquente 
sont de I'ordre de plusieurs Kb. II a done 6t6 juge ndces- 
saire de minimiser la taille du plasmide de replication 
dans E.coli utilise pour le travail de construction de 

30 facon k faciliter les manipulations n^cessaires. 

Le fragment Hindlll ( Hin -J) du genome de W 
contient le gfene complet de la thymidine kinase (TK) 
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qui a d^ik utilisd pr^cddemment pour permettre 
I'^change et la recombinaison de I'ADN ins^r^ dans le 
genome de W (Mackett et al., 1982). II est important 
de noter que le transfert d'un insert dans le gfene TK 
dans le genome de W cr^e un virus TK deficient qui 
peut §tre s^lectionn^, II a tout d'abord 6t6 ndcessaire 
de produire un plasmide de petite taille portant un 
site unique Hindlll utilisable pour 1 ' integration du 
fragment Hin-J W. En outre, il ^tait ndcessaire d'61i- 
miner les sequences de restriction non ndcessaires du 
plasmide de fagon h permettre les manipulations suivantes. 

La construction a iti amorc^e k partir du plas- 
mide pML2 (Lusky et Botchan, 1981) qui est un vecteur 
derive du plasmide pBR322 par ddl^tion spontan^e dans 
lequel le segment entre les nucleotides 1089 et 2491 a 
6t6 perdu (figure 6). D'abord la sequence de PstI a 6t6 
eiimin^e par insertion du fragment Ahalll-Ahalll ue pOCB {Vieira 
et Messing, 1982) entre deux sites Ahalll de pML2 en 
eiiminant 19 paires de bases. On a utilise la m^thode de 
-linker-tailing" (Lathe et al., 1984) pour insurer un 
linker Hind i I I entre les sites Nru l et EcoRI traite par 
SI de ce plasmide, en eiiminant le site BamH I. Ceci 
conduit h un plasmide de 2049 paires de bases portant 
le g^ne g-lactamase fonctionnel (conf^rant la resistance 
h. I'ampicilline ) et comportant en outre une origine de 
replication active dans E.coli et un site de restriction 
unique Hind lll . 

Cette construction a ete appeiee pTGIH. 

Le fragment Hin-J de I'ADN de W portant le 
ghne TK a prealablement ete clone dans un vecteur prove- 
nant de pBR327 (Drillien et Spehner, 1983). Ce fragment 
de 4,6 Kb a ete redone dans le site Hind lll de pTGIH. 
Un clone a ete seiectionne dans lequel le gfene TK est 
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situ6 ciiBtalement par rapport au gfene codant pour la 
resistance k 1' ampicilline. 

Cette construction pTGIH-TK a ^t^ utilis^e 
coitune vecteur dans Inexperience suivante* 

5 L'etape suivante a ^t^ d'isoler un promoteur 

de W utilisable pour commander 1* expression de la 
sdt^uence codant pour I'lL— 2 huiuaine. Le proniotsur d'un 
g^ne pr^coce codant pour une prot^ine de 7500 daltons 
(7,5 K) a d^j^ 6ti utilise avec succ^s dans un but iden 

10 tique (Smith et.al., 1983) et on a done proc^de h l*iso 
lement de ce segment. 

Le g^ne 7,5 K est situ^ sur l*un des plus 
petits fragments Sail (fragment Sal -S) du genome de 
W type WR (Venkatasan et al., 1981). Comme les 

15 petits fragments sont clones de fa<;on pref erentielle, 
une grande proportion des clones obtenus par clonage 
direct de 1*ADN de W type WR coupe par Sail dans le 
plasmide pBR322 porte le fragment Sal -S- Ce fragment 
est transfere sur le bacteriophage vecteur M13mp701 

20 (voir Kieny et al., 1983), par digestion Sail et reli- 

gation, en conduisant ainsi au phage M13TGSal-S. 

Dans ce clone, un site Seal se trouve imme- 
diatement a proximite de 1*ATG d' initiation du gene 
7,5 K. En aval du gene 7,5 K se trouvent situes des 

25 sites uniques BamH I et Eco RI provenant du vecteur. 

Les sites BamH I et Sea l sont fusionnes par I'interme- 
diaire d*un linker B^lII 5* -CAGATCTG-3 ' aprfes avoir 
complete les extrdmites gendrees par digestion BamH I 
avec le fragment Klenow de la polymerase de E.coli . 

30 Ce precede e limine le site Seal mais reconstitue le 
site Bam HI et deplaee le site unique Eco RI en aval. 
En meme temps, le site Sail (AccI) en" aval est eiimine, 
le site Sal I en amont devient done unique. 
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Cette construction est appelde M13TG 7,5 K. 

A I'int^rieur du fragment Hind- J de I'ADN de 
W se trouvent situ^s des sites Clal et Eco RI qui sont 
sdpar^s par environ 30 paires de bases (Weir et Moss ,1983) . 
5 Le fragment proraoteur de 7,5K present dans M13ffG7,5K est 
excis^ par AccI et Eco RI et clond entre les sites Clal 
et EcoRI de pTG1H-TK pour gdnerer pTGlH-TK-P7 ,5K dont 
la synthase est sch^matis^e figure 7. 

Cette construction conduit au transfert des sites 
10 BamH I et Eco RI uniques du vecteur. Ml 3 imm^diatement en 

aval de la sequence du promoteur 7,5K. Ces sites uniques 
BamHI et Eco RI sont utilises dans la construction sui- 
vante . 

Le segment polylinker du bacteriophage M13TG131 
15 (Kieny et al., 1983) est excis^ par Eco RI et Bgl I-I et 

insdrd entre les sites EcoRI et BamHI du plasmide pTGIH- 
TK-P7|5K, gin^rant pTG186-poly. Dans cette construction, 
10 sites de restriction sont disponibles pour le clonage 
d'un gkne Stranger sous le contrdle de P7/5K. 
20 pTG186-poly est mis en digestion avec PstI et 

ligu6 avec pTG36 dig^r^ par PstI (figure 8) . 

Apr^s transformation de E.coli, I'un des 
plasmides recombinants isol^ par cette procedure, 
pW-IL-2 est sdlectionnd car il porte le c-ADN de l'IL-2 
25 hmaine dans 1' orientation correcte pour 1' expression h, 
partir du promoteur P 7,5 K. 

pW-IL-2 sera parfois notd pTG188. 
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EXEMPLE 3 : 

Clonage dans le virus de la vaccine (figure 9 ) 



La stratdgie d^crite par Smith et al, (1983) 
repose sur 1 ' ^change in vivo entre un plasmide portant 
un insert dans le g^ne W TK et le genome viral de type 
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Bauvage de fagon ^ inactiver le ghne TK port^ par le virus. 
Les virus TK'peuvent 6tre s^lectionnds par ^talement sur 
une lign^e cellulaire TK-ndgative en presence de 5-bromo- 
d^oxyuridine (SBUdR) (Mackett et al. ; 1982). La thymi- 
5 dine kinase phosphoryle le SBUdR en 5 * -monophosphate , 
qui est ensuite converti en triphosphate, Ce composd 
est un analogue de dTTP et son incorporation dans I'ADN 
bloque le ddveloppenent correct du virus. Un virus Tk" 
peut n^anmoins r^pliquer son ADN norinalement et il 

1Q conduit k des plaques virales visible s dans une mono- 
couche de cellules ^galement Tk". 

Le virus de la vaccine se propage dans le 
cytoplasme des cellules infectdes plut6t que dans leur 
noyau. C»est pourquoi il n'est pas possible de tirer 

15 avantage de la machinerie de replication et de transcrip- 
tion de I'ADN de la cellule h6te et il est n^cessaire que 
le virion possfede ses propres composants pour 1' expres- 
sion du genome viral. L'ADN de W purifi^ est non- 
infectieux. 

20 Afin de g^n^rer les recombjnants-f il est ndces- 

saires d'effectuer simultan^ment 1* infection cellulaire 
avec un W et une transfection avec le segment d'ADN 
cloni^ qui pr^sente de I'interSt, Toutefois, la generation 
des recombinants est limitee k une petite proportion des 

25 cellules compdtentes pour la transfection ^ I'ADN. C'est 
pour cette raison qu'il a 6t6 necessaire de mettre en 
oeuvre une stratdgie de "congruence" indirecte pour r^duire 
le bruit de fond des virus parentaux non-recombinants . 
Ceci a et6 effectue en utilisant comme virus infectieux 

30 vivant un mutant thermosensible (ts) de la vaccine qui 
n'est pas capable de se propager k une temperature non 
permissive de 39,5° C (Drillien et Spehner, 1983). I^orsque 
les cellules sont infect^es avec un mutant ts dans des 
conditions non perraissives et transfect^es avec I'ADN 

35 d'un virus de type sauvage, la multiplication virale 
interviendra seulement dans les cellules qui sont 
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comp^tentes pour la transfection et dans lesguelles une 
recombinaison entre I'ADN viral sauvage et le gdnome 
du virus ts aura eu lieu ; aucun r^sultat ne sera obtenu 
daisies autres cellules, en d^pit du fait qu'elles ont 
^t^ infectdes. Si un plasmide recombinant contenant 
un fragment de I'ADN de vaccine tel que pW-IL-2 est 
inclus dans le melange de transfection, h la concentra- 
tion appropride, avec I'ADN du virus de type sauvage, il 
est dgalement possible d'obtenir qu'il participe h la 
recombinaison homologue avec I'AQIde la vaccine, dans 
les cellules compdtentes* ' 

Des monocouches de cellules primaires de 
fibroblastes d'embryons de poulets (CEF) sont infect^es 
h 33** C avec W-Copenhague ts7 (0,1 pfu/cellule) et 
transfectdes avec un coprdcipitd au phosphate de calcium 
de I'ADN du virus de type sauvage W-Copenhague (50 ng/IO^ 
cellules) et du plasmide recombinant (25-30 ng/10^ cellu- 
les) • 

Aprfes incubation pendant 2 heures h une tempe- 
rature qui ne permet pas le ddveloppement du virus ts 
(39,5° C) , les cellules sont rincdes et incubdes pendant 
48 heures h 39, 5*^0 . Des dilutions de virus ts"*" sont 
utilisdes pour rdinfecter une monocouche de cellules 
de souris L-TK" qui sont incubdes & 37** C en presence 
de SBUdR (100 ug/ml) . Diffdrentes plaques TK" sont 
obtenues ^ partir des cellules qui ont recu le plasmide 
recombinant, tandis que les cultures de contr6le sans 
plasmide ne montrent pas de plaques visibles. Les 
virus TK" sont ensuite sous-clonds par une 2hme selection 
en presence de SBUdR. 

Une double recombinaison rdciproque entre 
le plasmide hybride IL-2/vaccine et le gdnome de W 
permet d'dchanger le gfene viral TK avec le gfene TK portant 
1' insert IL-2 present dans le plasmide. Dans le gdnome 
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de W le gfene TK est present sur un fragment unique 

Hindlll ! Hin-J. Les recombinants ayant transfdrd le 

bloc d* expression de l*IL-2 sont senses avoir intdgrd 

un site interne Hindlll d^rivant du polylinker. C'est 

5 pourquoi les ADN purifies ^ partir du virus TK" sont 

dig^r^s avec Hind lll et soumis ^ une dlectrophorfese 

sur gel d' agarose. Les fragments d'ADN sont alors trans- 

f^r^s sur un filtre de nitro-cellulose selon la technique 

d^crite par Southern (1975) , Le filtre est ensuite 

10 hybrid^ avec le fragment Pst l- Pst I de 0,76 Kb contenant 

32 

la sequence IL-2 marquee au P par "nick translation" . 
Aprfes lavage du filtre, ce dernier est fluorographic 
et une bande de 1,8 Kb est visible sur 1 * autoradiographie 
quand le virus de la vaccine a incorpord le g^ne IL-2 
15 (figure 10) . 

Les virus recombinants sont alors analyses 
pour leur capacity d*exprimer de l*IL-2 dans les 
surnageants de cellules infectCes. 

EXEMPLE 4 : 

20 Expression de l'IL-2 humaine a partir des virus de 
vaccine recombinants 

Des mono-couches de cellules BHK (Baby Hamster Kidney) 
confluentes sont infectCes avec W-IL-2 (0,1 pfu/cellule) 
pendant 1 heure ^ temperature ambiante puis un milieu de 

25 culture est ajoutC et 1' incubation est poursuivie ^ 37** C 
pendant 24 heures. Les surnageants sont alors r^coltCs, 
le virus est inactive par un traitement au p-propiolactone 
(1/4000 e ; 24 h a 4* C puis 2 h ^ 37° C) . . 

L' activity IL-2 est ensuite dosee dans les 

30 surnageants selon une technique decrite par Gilles et 
al. (1978). 
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EXEMPLE 5 : 

Dosage biologique de l'IL*2 
a) erincige 

Dans un test biologique sent compar^es les 
mesures de la proliferation de cellules IL-2 d^pendantes 
en presence de deux surnageants standard d^finissant 
1' unite IL-2 et son double, et du surnageant h doser. 
L'lL-2 humaine est active chez la souris, c'est la raison 
pour laquelle on a utilise la lign^e murine CTLL-2 coimiie 
cellules IL-2 ddpendantes. 
^) ?i§ii§§tion 

Dans des plaques de culture ^ 96 puits k fond 
rond (GREINER) les surnageants standards et les surnageants 
h doser sont dilu^s de 1/2 en 1/2 (5 dilutions) dans du 
RPMI seul, chaque dilution est faite en double. Ensuite 
dans chaque puits oh se trouve d^j^ 60 nl de dilution 
du surnageant doser, soit ajoutds dans 60 ul de milieu 
(RPMI 1640 + 20 % SVF + 2 mercapto dthanol Io'^m) 4 . 10^CTLL2 . 
Aprlis 48 h de culture ^ 1 ' incubateur , un test de prolife- 
ration cellulaire est pratique sur ces cellules par 1* in- 
corporation de [^h]- deoxythymidine . 

c) Calcul_des^unites 

L*activite IL-2 se definit en unite/ml. c'est 
la capacite qu'une solution k tester a de permettre la 
proliferation de cellules tests ddpendantes de l'IL-2, 
par rapport ^ une solution standard contenant par defini- 
tion 1 unite IL-2/ml, ainsi I'activite IL-2 d'un surna- 
geant est deduite de 1 'observation des courbes cpm/dilution, 
obtenues avec le surnageant de reference et les surna- 
geants h tester. La"solution standard interne "utilisee 
correspond h 50 unites Internationales IRP (international 
reference preparation) comme definies lors d*un congrfes 
de standardisation des lymphokines (Dumonde et Papermaster , 
1984). Pour tout dosage d'un surnageant est definie une 
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courbe cpm/dilution, cette courbe est gdndralement de 
type sigmoldal. La determination de 1* activity IL-2 
est effectude sur la partie lin^aire de ces courbes. Le 
calcul montre qu'on est tou jours bien plac^ lorsqu*on 
5 compare les diff^rentes courbes au niveau de leur inter- 
section avec une droite parall^le h I'abscisse et situ^e 
sur l*ordonn^e au 1/3 de la valeur maximum des cpm obte- 
nues avec 1 '11.-2 standard. Un programme fonctionnant sur 
un Apple II effectue ce calcul au laborato.ire . 

10 d) R^sultats 

Aprfes 24 heures d' incubation, les surnageants 
des cellules BHK infect^es par une s^rie de 16 virus 
recombinants de la vaccine IL-2, Isolds inddpendamment, 
ont 6ti diluds dans 10 fois leur volume de PBS, et 
15 testes pour 1' activity IL-2. 

Une valeur moyenne de 165 u/ml de milieu de 
culture a et^ trouv^e avec un maximum de 300 u/ml. 

Les surnageants des cellules de contrdle 
infect^es par le virus de la vaccine de type sauvage 
20 n*ont montrd aucune activite IL-2. 

Le plasmide pTG 188 a et^ depose le 
20 juin 1985 a la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes de I'Institut Pasteur, 28 rue du 
Docteur Roux, 75015 PARIS, sous le numero suivant ; 
25 .E. coli souche : 5.K pTG 188 : n** 1-458. 

La description de ce plasmide est la suivante : 
Plasmide de replication de E. coll portant un 
c-ADN de 1 ' interleukine 2 humaine (IL-2) plac^ sous le 
contrdle d'un promoteur du virus de la vaccine et destin'^ 
30 a la recombinaison in vivO/ dans les cellules de mammiferes,. 
avec le virus de la vaccine, pour engendrer un virus recom- 
binant vaccine-TK-IL-2 , capable d'exprimer l*IL-2 dans des 
cellules de mammiferes. 
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• Le c-ADN de l'IL-2 a ^t^ isol6 d'une banque provenant 
d'ARN messager de lymphocytes stimulus par un agent 
mitogfene . 

. Ce c-ADN a 6t6 plac6 sous le contr6le d'un promoteur 
du virus de la vaccine, le promoteur de la prot^ine 7,5 K. 

. La sequence d'ADN P 7,5 K - IL-2 a 6t6 intdgr^e dans 
le gene TK de la vaccine pour favoriser une recombinaison 
homologue avec le g^ne TK du virus de la vaccine de 
type sauvage qui sera utilise pour infecter les cellules 
de mammif^res. 

, La sequence d'ADN comprenant P 7,5 K - IL-2 intdgree 
dans le gfene TK a 6t6 ins^r^e dans un plasmide de E, coli 
deriv^ du pML2 et comprenant une origine de replication 
dans E. coli et le gene de la 3 lactamase* 
Cette construction s'appelle pTG188. 

L'ADN du plasmide pTG188 sera utilise sous forme de 
precipitd de phosphate de calcium pour trans fee ter des 
cellules de mammiferes infect^es par le virus de la 
vaccine et obtenir ainsi, au cours de la multiplication 
virale dans la cellule, une recombinaison entre le 
g^ne TK du virus et le g^ne TK contenant le qhne IL-2 
porte par le plasmide- Le virus recombinant resultant 
de cet ^change sera TX" et portera le ghne de l*IL-2. 
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REVENDICATIONS 

1» Poxvirus caract^ris^ en ce qu'il comporte 
tout ou partie de la sequence d'ADN codant pour une 
prot6ine IL-2 humaine. 

2. Poxvirus selon la revendication 1, carac- 
5 t^ris^ en ce qu'il s'agit d'un virus de la vaccine. 

3. Poxvirus selon les revendications 1 et 2, 
caract^risd en ce que la sequence d*ADN codant pour une 
IL-2 humaine est une sequence d'ADN codant pour la pro- 
t6ine mature complete. 

10 4. Poxvirus selon les revendications 1^3, 

caract^ris^ en ce que la sequence d'ADN codant pour l'IL-2 
humaine est sous la d^pendance d*.un promoteur d'un gfene 
du virus utilise. 

5. Poxvirus selon la revendication 4, caracte- 
15 ris6 en ce que le promoteur est le promoteur du ghne de la 

prot^ine 1,5 K du virus de la vaccine. 

6. Poxvirus selon I'une des revendications 1 a 5, 
caract^rise en ce que la sequence d'ADN codant pour l'IL-2 
humaine est clon^e ^ I'int^rieur d'un gene non essentiel, 

20 du virus. 

7. Poxvirus selon la revendication 6, carac- 
tdris^ en ce que le gene non essentiel est le gfene TK. 

8. Poxvirus selon I'une des revendications 
1^7, caract^risd en ce qu'il comporte en outre une 

25 sequence codant pour un antigfene vaccinal. 

9. Cellule de mammifere infectee par un virus 
selon I'une des revendications 1 h 8. 

10. Proced^ de preparation d'une prot^ine IL-2 
humaine caract^risd en ce que I'on cultive des cellules 
30 selon la revendication 9 et que I'on r^cuplre la prot^ine 
form^e dans le milieu de culture. 



20 



2553770 



n. Prot^ine IL-2 humaine obtenue par la 
mise en oeuvre du procidi selon la revendication Id, 

12. Composition pharmaceutique caract^risde 

en ce qu'elle contient k titre de principe actif, curatif 
5 ou pr^ventif, une IL-2 humaine selon la revendication 11. 

13. Composition pharmaceutique, utile 

1* animal, caractdrisde en ce qu'elle comporte un poxvirus 
selon l*une des revendications ^ h 8 et un support phar- 
10 maceutiquement accep table - 

14. Composition pharmaceutique selon la 
revendication 12, caract^ris^e en ce que le poxvirus 
utilise est vivant. 

15. Composition pharmaceutique selon les 
15 revendications 13 et 14, caractdris^e en ce qu'elle 

comporte un support pharmaceutiquement acceptable permet- 
tant son administration par voie injectable. 

16. Composition pharmaceutique selon la 
revendication 13, caract^ris^e en ce qu'elle comporte 

20 en outre un antig^ne vaccinal. 
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IN VITRO IN VIVO 



DNA OU VIRUS OE LA VACCINE 

^w.w■^^■M■^M■w.^^M..J.^■Ml■|J■,:A^^^J 

SEGMENT I I SEQUENCE 

•PORTEUR* I I'PROMCnrEUR" 
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" AAAA/ QENOME DE LA VACCINE 
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